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Présentation de la structure d’accueil.

J’ai réalisé mon stage de master 2 dans le cadre d’une collaboration entre le LERFoB
(Laboratoire d’Etude des Ressources Forét-Bois : http://www6.nancy.inra.fr/foret-bois-lerfob/) au
centre INRA de Nancy-Lorraine a Champenoux (54) et le LERMaB (laboratoire d’études et
de recherche sur le matériau bois : http://lermab.univ-lorraine.fr/) & I’Université de Lorraine a
Vandceuvre-lés-Nancy (54). Le financement de mon travail a été assuré par le LABoratoire
d’EXcellence « Arbre » (LABEX Arbre : http://mycor.nancy.inra.fr/ARBRE/) dans le cadre de
son Workpackage WP3 « Améliorer la compétitivité du secteur bois ».

Les thémes de recherche développés par le LERFoB concernent notamment
I’architecture de 1’arbre dont la branchaison - nodosité, la formation du bois, I’effet de
I’environnement forestier et de ses perturbations sur des parametres liés au développement de
I’arbre et des foréts... Les thémes de recherche développés par 1’équipe du LERMaB
concernent la bio-raffinerie, la valorisation chimique des extractibles dont ceux présents dans
les nceuds, la production d’énergie par voies seches (combustion, la gazéification et pyrolyse)
et par voies humides (liquéfaction, hydrolyse, ...).

Au LERFoB j’ai participé a 1’échantillonnage des especes, leur exploitation et la
préparation des poudres pour les analyses chimiques que j’ai ensuite réalisées au LERMaB.

I- Introduction.

Les foréts du monde couvrent un peu plus de 4 milliards d’hectares, ce qui représente
31% de la superficie totale des terres (FAO, 2006). Les foréts francaise et européenne
appartiennent aux foréts tempérées qui correspondent a 13 % de la superficie des foréts
mondiales (Guinard, 2009).

La chimie verte est en plein essor. Encouragée par la raréfaction prévue a plus ou moins
long terme des ressources fossiles, elle est devenue un axe prioritaire de la recherche et de
l'industrie. En effet, ’utilisation d’agroressources pour la fabrication de produits chimiques
afin de maitriser la dépendance a la pétrochimie contribue a la promotion d’une industrie
raisonnée s’inscrivant dans les principes du développement durable.

Le bois représente la principale ressource forestiere est une matiére premiere
renouvelable, aux multiples propriétés. Environs 50 millions de métres cubes sont consommés
annuellement par I’industrie du bois en France, cette industrie génére également a haut débit
des coproduits tels que les nceuds et les écorces d’arbres, ¢liminés pour leurs trop fortes
quantités en lignines et composés lipidiques.

Actuellement, ces déchets sont briilés en chaudiéres pour produire de 1’énergie sous
forme de vapeur mais une grande partie est €¢galement jetée.

Les nceuds représentent une particularité du bois, ils sont liés a la présence de branches
dont ils sont le prolongement a I’intérieur du tronc. Ils sont connus pour contenir des quantités
importantes d’extractibles tels que des lignanes plutot chez les résineux, flavonoides plutot
chez les feuillus, de grand intérét économique (nutrition humaine, en pharmaceutique,
cosmétique, fongicide, antibactérienne, aromathérapie et parfumerie...). (Holmbom et al.
2003)


http://www6.nancy.inra.fr/foret-bois-lerfob/
http://lermab.univ-lorraine.fr/
http://mycor.nancy.inra.fr/ARBRE/

Figure 1. Nceud sur metasequoia.

Le bois des nceuds contient de fortes teneurs en extractibles. Par exemple chez 1’épicéa,
ceux-ci peuvent représenter de 12 a 29% du poids sec du bois de nceud selon le type
d’extraction et de solvant associé et la zone ou ils ont été prélevés dans 1’arbre (Willfor et al.
2003). De maniere générale, ils contribuent de fagon importante aux propriétés physiques et
technologiques du bois, tels que la couleur, 1’odeur, ’acidité, la durabilité, le comportement
vis-a-vis de la finition, du séchage et de I’adhésion (Charrier, 1992). Ce sont donc des
composés tres étudiés en chimie du bois.

I-1- Les classes d’extractibles.
I-1-1- Les extractibles lipophiles.

Ces extractibles sont solubles dans plusieurs solvants organiques a faible polarité
comme I’hexane et le dichlorométhane (Soon et Chiang, 2012).

Il est établi que leur teneur est relativement faible par rapport a la teneur des extractibles
hydrophiles dans les nceuds d’épicéa et de sapin, et regroupent plusieurs familles de
molécules :

a- Les composés terpéniques.

Comprennent les terpénes et terpénoides, CH
synthétisés a partir d’unités isoprénes (Cs-Hg)n, ces 3
composés sont présents chez toutes les plantes, et |
représentent de loin le groupe le plus vaste avec plus de C CH
22000 composés identifiés (Raven et al., 2000). HZC/ \C/ 2

Cependant, les sources les plus abondantes de ces |
composés terpéniques sont les conifeéres. Ils sont parmi H
les composés majoritaires des résines dont la structure est
une répétition d‘un nombre varié d‘unités isopréniques
(C5) (Figure 2) ; ils sont majoritairement hydrophobes.

Figure 2. Une unité isoprene

Les terpenes peuvent étre subdivisés en différents groupes en fonction du nombre
d’unités isopréne qui les constituent. Ainsi, on peut rencontrer des mono, sesqui, di, ses ou
triterpénes, constitués respectivement de deux, trois, quatre, cinq ou six unités isopréne. On
rencontre ¢galement des polyterpénes correspondant a des polymeéres d’isopréne.

Les résineux renferment de nombreux monoterpénes a 10 atomes de carbone,
sesquiterpenes a 3 unités isoprenes, diterpénes a 20 atomes de carbone, des triterpénes a 30
atomes de carbone (tels que les stéroides) et des acides terpéniques (Kleinhentz et al., 1999 ;
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Arrabal et al., 2002). Par contre chez les feuillus, on rencontre principalement les triterpenes
(Raven et al. 2000 ; Krasutsky 2006).

Les terpénoides, contrairement aux terpenes, possedent des groupements fonctionnels
oxygénés comme des groupements alcool, éther ou acide carboxylique.

b- Les acides gras.

Un acide gras est un acide
carboxylique a chaine aliphatique. s e
Dans le cas des résineux ce sont des E
acides gras estérifiés qui dérivent de
di-et tri-glycérides, ou d’esters de
stéroides, représentant de 0,15 a 0,19%
de la masse seéche dans les nceuds

N N T T S - COOH
Acide stéarique
TN T TS TS~ COOH

Acide oléique

d’épicéa (Willfor 2003b). Chez les | — S ~COOH
résineux, on releve plusieurs acides Acide linoléique

gras comme I’acide linoléique et | T ST A CO0H
I’acide stéarique (Figure 3) Acide linolénique

Figure 3. Principaux acides gras retrouvés dans le bois

I-1-2- Les extractibles hydrophiles.

Ils comprennent majoritairement les composés phénoliques qui se regroupent selon
plusieurs familles chimiques telles que les lignanes, les flavonoides et les stilbénes (Figure 4),
IIs sont extraits avec des solvants polaires comme I'acétone, 1’eau ou 1’éthanol.

Anthocyanes
(delplumdine, cyanudineg)

Flavonols
(kaempférol, quercétine)

Proanthocyamdines ou tamns condensés
Flavanols || Dimeres || {Co-C3-Co),
{catéchine, épicatéchine) (procyanidines) dont les Oligoproanthocyanidines

{C6-C3-Con avee n=20

Flavonoides

Flavanones
6-C3-C
CeC3Ce (nangenimne, éniodyecnol)

Flavones
(apigénine, lutéoling)

Isoflavonoidas
(génistéing, daidréine)

Chalcones
{xanthchumel, phlorétine)

Polyphénols Acides benzoques Co-C1 Tannns hydrolysables
(acide gallique, acide protocatechique) (Co-C1),
Acides phénoliques Acides cinnamiques C6-C3 -
el dérivés (acide coumarigue, acide sinapiqus) [ -,
Counarines C6-C3 =] Lignines
{assculetine, ombelhferone) (C6e-C3),

ey
CH-C2C6 (pinosylvine, resvératrol)

Lignanes 2 . .
(Co-C3), —{ {matarcsmol, lancresmol ) I

Figure 4. Les grandes familles de polyphénols (Collin et al. 2011).
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a- Les lignanes.

Les lignanes sont des composés formés a partir d’unités phénylpropanes, liées entre
elles par différentes liaisons résultants de couplages oxydatifs. (Figure 5). Ces molécules
peuvent étre présentes en grande quantité au niveau des nceuds de certains résineux
(Holmbom et al. 2003 ; Willfor et al. 2004c¢ ; 2005).

Chez certaines especes telles que 1’épicéa, les lignanes peuvent représenter jusqu’a 25%
de la masse seche des nceuds alors que le bois normal n’en contient en moyenne que 1%
(Willfor et al. 2006). De maniére générale, la concentration en lignanes est souvent plus
significative dans les nceuds des branches sujettes a des sollicitations mécaniques et aux
charges dues aux conditions du milieu (neige, pluie et vent...) (Piispanen et al. 2008).

Les lignanes constituent une famille de composés treés étudiée pour leur intérét dans
divers domaines comme les domaines pharmaceutiques et agroalimentaire a cause de leurs
effets phytoestrogénes (Hooper et Cassidy, 2006 ; Lainé et al. 2007 ; Martins et al. 2011).
Outre ces intéréts, les lignanes possedent également des propriétés antioxydantes (Lee et al.,
2004 ; Zeng et al. 2014). D’autres lignanes sont dotés de propriétés antifongiques (Kawamura
et al., 2004 ; Céspedes et al. 2006).

O
e
i [+]
WO A
Ol
oM

Matairesinol
(MR)
ue O
O s OH
\Lf\ o,u-
o
Cyclolariciresinol Hydroxymatairesinol a-Conidendrin a-Conidendric acid
(cLari) (HMR) (Coni) (ConA)
o oK
XY
o =% e "o )
e~ o N on "T =
"o P O_I\h
Om
Nortrachelogenin Lignan A Todolactol Podophyllotoxin
(NTG) (LigA) (Todo)

Figure 5. Structures de quelques lignanes rencontrés chez les arbres.
b- Les flavonoides.

Les flavonoides sont des pigments végétaux, synthétisés a partir de la phénylalanine. Ils
sont omniprésents dans les cellules des plantes vertes (Yang et Jaakkola, 2012). Ils
représentent le plus grand groupe de composés phénoliques présents chez les végétaux (Raven
et al. 2000). Une des fonctions incontestée des flavonoides est leur role dans la protection des
plantes contre des attaques microbiennes et des herbivores. Ils peuvent aussi s’accumuler
comme phytoalexines en réponse aux attaques microbiennes (Harborne et Williams, 2000 ;
Arima et al. 2002 ; Vilimaa et al. 2007). Ainsi, certains flavonoides tel que la catéchine et ses
dérivés présentent des propriétés antibactériennes (Veluri et al. 2004) ; d’autres tels que la
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biochanine A et ’apigénine présentent des propriétés anti termites (Srivasatava et al. 2011).
D’autres molécules appartenant a la famille des flavonoides sont impliquées dans la
coloration du bois, ces derniéres sont également utilisées dans I’industrie textile (Dweck,
2002).

Les flavonoides peuvent également étre synthétisés suite a un stress abiotique tel que le
stress salin, une forte exposition aux UV ou a I’ozone.

Les diverses propriétés biologiques attribué¢es aux flavonoides ont pour origine les
variations de structure chimique (Hooper et Cassidy, 2006). Ainsi, certains flavonoides tel que
la catéchine et ses dérivés, présentent des propriétés antibactériennes (Veluri et al. 2004) ;
d’autres tel que la biochanine A et I’apigénine présentent des propriétés anti termites
(Srivasatava et al. 2011). D’autres molécules appartenant a la famille des flavonoides sont
impliquées dans la coloration du bois, ces derni¢res sont également utilisées dans I’industrie
textile (Dweck, 2002).

Bien d’autres propriétés des flavonoides sont connues et c’est pour ces raisons qu’ils
sont utilisés dans le domaine médical, pharmacologique, nutritionnel, cosmétique et autre.

c- Les stilbénes.

Les stilbénes sont des composés phénoliques formés a partir de 1’acide
hydroxycinnamique. IIs sont présents chez les résineux comme chez les feuillus.

Cette famille de molécules possede des propriétés antioxydantes (Vilimaa et al. 2007) ;
antifongiques (Karppanen et al. 2007), pharmacologiques et thérapeutiques (Parage, 2013).

Les stilbénes se retrouvent en grandes quantités dans les nceuds. Ainsi la teneur en
stilbénes extractibles dans les nceuds de jeunes Pinus sylvestris peut atteindre 200 fois celle du
bois. Cette différence tend a diminuer avec 1’age, puisque les nceuds de Pinus sylvestris ne
contiennent plus que de 2 a 7 fois le contenu en stilbénes extractibles du duramen (Willfor et
al. 2003).

I-2- Les roles des extractibles.

Les extractibles, souvent appelés métabolites secondaires, sont des molécules
bioactives dont la diversité de leurs structures chimiques confére a 1’arbre une meilleure
résistance aux contraintes environnementales et aux sollicitations biotiques et abiotiques
auxquelles il est soumis, telles que 1’activité antioxydante (Willfor et al. 2003a; 2003b ;
2003c, Burda et Oleszek 2001), résistance au pathogenes (Bergstrom et al. 1999; Schultz and
Nicholas 2000; Venélédinen et al. 2003 ; Vilimaa et al. 2007 ; Imai et al. 2013). Ces activités
sont étroitement liées. Ainsi, le role de défense joué par les phénols est li¢ a leur caractére
antioxydant que leur conférent les anneaux phényles qu’ils contiennent.

Les polyphénols ont des propriétés biocides, capteurs de radicaux libres et chélateurs de
métaux. Le captage des radicaux est important car les champignons se servent de radicaux
pour perturber la paroi cellulaire (Pietarinen et al. 2006a).

Des ¢études récentes ont montré la corrélation entre la composition du bois en
polyphénols et la résistance de I’arbre a certains pathogeénes (McPherson et al. 2014).

Plusieurs essais ont été menés pour évaluer le caractére antioxydant des extractibles des
nceuds d’arbres (feuillus et résineux). Le pouvoir antioxydant est testé par la capacité des
polyphénols a inhiber I’oxydation des lipides. Leur capacité¢ a capter les radicaux libres est
vérifiée par le nombre de radicaux captés par un gramme d’extrait testé¢ (Pietarinen et al.
2006a ; Willfor et al. 2003a ; 2003c¢).



De manicre générale, le complexe que représente les extractibles de nceuds est plus
efficace que les composés purs. Une étude révele que les extractibles des nceuds d’Acacia
crassicarpa sont de puissants antioxydants (Pietarinen et al. 2005). Cependant a I’intérieur
d’une méme espece, les extractibles n’ont pas les mémes pouvoirs antioxydant. C’est le cas
des pins ; Pinus strobus est treés faiblement antioxydant par rapport aux Pinus sylvestris, P.
banksiana et P. resinosa. Chez ces essences, les lignanes sont particulierement antioxydants,
de méme que certains flavonoides (Pietarinen et al. 2006b).

Des études ont mis en lumicre le rdle antibactérien des extraits de nceuds de pins
(Vilimaa et al. 2007 ; Lindberg et al. 2004). Ce pouvoir est attribué a la pinosylvine contenue
particulierement dans ces extraits et ceci est confirmé par son efficacité lorsqu’elle est testée
seule en tant que composé pur. Les extractibles de nceuds de pins se sont aussi révélés
toxiques. Seul le flavonoide pinocembrine a un effet antibactérien mais pas cytotoxique
(Vidlimaa et al. 2007), alors qu’il a été présent¢ comme un composé trés peu antioxydant
(Neacsu et al. 2007).

Dans tous les cas, les flavonoides glycosides (un motif de type sucre est attaché a la
molécule) se réveélent moins antioxydants comparativement aux flavonoides aglycones (sans
motif de type sucre). Les flavonoides retrouvés dans les nceuds sont majoritairement sous
forme aglycone, excepté dans ceux du peuplier (Neacsu et al. 2007 ; Pietarinen et al. 2006b) ;
et du saule (Pohjamo et al. 2003).

Les lignanes ne semblent pas étre des antibactériens mais de trés bons antioxydants et
capteurs de radicaux (Pietarinen et al. 2006a ; Willfor et al. 2003 ; Lindberg et al. 2004).

I-3- Contexte et objectifs du stage.

Des études ont montré que les nceuds possédent une forte teneur en composés
phénoliques notamment les lignanes pouvant représenter jusqu’a 24 % des extractibles
contenus dans les nceuds, ce qui équivaut de 20 a 50 fois plus que le bois les entourant
(Willfor et al., 2004a ; 2004b).

Ainsi les nceuds d’épicéa commun, pin sylvestre et sapin contiennent des concentrations
exceptionnellement élevées d'extractibles, de 1'ordre de 10 a 15% en masse, bien supérieures
aux concentrations présentes dans le bois autour des nceuds (Willfor et al. 2004a). Le fait que
le bois des nceuds contienne des concentrations plus fortes que le bois autour a été confirmé
pour un certain nombre de résineux (Willfor et al. 2003b) et de feuillus (Pohjamo et al. 2003,
Pietarinen et al. 2006).

Une premiere généralisation de cette observation a été testée pour une gamme étendue
d’especes appartenant a la ressource du Nord-Est de la France dans le cadre de la premicre
année de thése de Mme Z. Kebbi-Benkeder profitant d’un contrat CJS de I'INRA.
L’observation a bien été confirmée. Pourtant les différences de concentration entre les nceuds,
le duramen et I’aubier du tronc sont apparues bien plus faibles pour les feuillus que pour les
résineux (Kebbi-Benkeder, 2013).

D’autre part, les nceuds prélevés sur les résineux (Epicéa, sapin, pin sylvestre, Douglas
et méleze) présentaient des taux d’extraits au dichlorométhane plus élevés alors que les nceuds
prélevés sur les feuillus (chéne, robinier, aulne, merisier, fréne, hétre et charme) présentaient
des taux d’extraits a I’eau plus importants.

Un autre résultat remarquable a été le profil chimique des nceuds du Méleze. En effet, ce
résineux caduque possédait des taux d’extraits au dichlorométhane particulierement faibles,
en comparaison avec les autres résineux, alors qu’il avait des extraits aqueux treés élevés
comparables a ceux des feuillus.



Les objectifs de ce stage sont de compléter ’analyse de la biodiversité des extractibles
nodaux, du duramen et de I’aubier des essences forestieres sélectionnées, de quantifier les
taux d’extractibles ainsi que des composés présents apres identification, permettant d’avancer
des hypothéses sur ces extractibles (roles, profil intra-arbre des concentrations, différences
intra arbre et interspécifiques...)

Les hypothéses émises pour cette étude sont les suivantes :

1- Les noeuds contiennent plus d’extraits que le duramen et I’aubier.

2- Il existe des différences entre les taux d’extraits nodaux des feuillus et des résineux.

3- Un profil vertical intra-arbre caractérise les extraits nodaux.

4- Existe-t-il des différences en termes de quantité et de nature d’extraits entre résineux
caduques et résineux persistants, et entre feuillus caduques et feuillus persistants ?

5- Les molécules identifiées different entre les essences exploitées, et entre les différentes
parties analysées au sein d’un méme arbre.

II - Matériels et méthodes.
II-1- Matériel végétal.

Pour mettre en avant la variabilité inter espéces, nous avons sélectionné 11 individus
représentant chacun une espece. Des especes a intérét économique : pin maritime, noyer,
chataigner, if et cédre de 1’Atlas. Des espéces de résineux caduques: cyprés chauve,
metasequoia et ginkgo biloba. Et des especes de feuillus persistants : chéne vert, buis et houx.

Les arbres sélectionnés ont été abattus en période
hivernale 2014 (Tableau 1 en annexe 1), des
mesures ont été prises lors de I’abatage (hauteur
des nceuds et diametre des rondelles)

Les nceuds a prélever ont été sélectionnés.

Afin d’en déterminer I’age, une rondelle de
souche de chaque arbre a été¢ découpée (exemple
en Figure 6).

Une autre rondelle a été également découpée a
1,3m de hauteur sur chaque arbre afin d’y
prélever du bois de duramen et d’aubier afin de
comparer les concentrations d’extractibles avec le
bois de nceuds.

D’autres rondelles ont été prélevées selon la
hauteur et le type de nceud : nceuds morts,
neeuds vivants du bas, du milieu et nceuds
jeunes (en haut de 1’arbre), ceci afin d’établir
un profile intra arbre des extractibles nodaux.

A D’aide de gouges, du bois a été prélevé des
nceuds sélectionnés (Figure 7), les bois de
duramen et d’aubier ont été prélevés par
sciage. Les différents échantillons ont été
séchés a 1’étuve pendant 24h a 50°C.

Figure 7. Prélévement d’un nceud.



Apres séchage, les différents échantillons ont été broyés (Figure 8), les poudres obtenues ont
¢été mises dans des piluliers en verre et conservées au congélateur jusqu’a extraction.

Figure 8. Appareil de broyage (a gauche) et bol de broyage contenant les morceaux de
nceuds prélevés.

II-2- Matériel au laboratoire.

Pour obtenir les extractibles contenus dans les poudres de bois (Aubier, duramen, nceuds
morts, neeuds vivants du bas, du milieu et noceuds jeunes), j’ai effectué différentes extractions
au Soxhlet. Cette méthode est assez simple, elle permet de répéter plusieurs fois le cycle
d’extraction avec un solvant jusqu’a épuisement total du soluté¢ dans la matiére premicre
(poudre).

Le Soxhlet est composé d'un corps en
verre, dans lequel est placée une cartouche en
papier-filtre (cellulose) épais et pénétrable pour

le solvant, d'un tube siphon et d'un tube de Fifighsasi - \:;u ©
dlStlHathIl (Figure 9) refroidissement

L'extracteur est relié a un ballon

contenant le solvant d'extraction et a un \

réfrigérant. Le ballon est chauffé pour faire —

bouillir son contenu, les vapeurs remontent via  4ps ae distillation “

le tube de distillation et se condensent au  Vextracteur ] sipion > 'é

niveau du réfrigérant. Le solvant sous forme de cartouche 1 8

liquide retombe dans le corps du Soxhlet et

remplit la cartouche contenant la poudre a /

extraire. La poudre macérée dans le solvant est

extraite jusqu’a remplissage complet et

siphonage du corps de I’extracteur. ::ﬂ;:t

Lors du siphonage, le solvant emporte les el
ballon

extractibles et un nouveau cycle recommence.
Etant donnée que la température d’ébullition du Figure 9. Schéma d'un montage Soxhlet.
solvant est plus faible que celle des extractibles,
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ces derniers restent et s’accumulent dans le ballon pendant que le solvant bout. A la fin de
I’extraction, le ballon contenant les extractibles et le solvant est récupéré afin d’éliminer le
solvant soit par évaporation, soit par lyophilisation.

11-2-1- Solvants utilisés.

Sur la poudre de chaque échantillon, I’extraction au Soxhlet a été réalisée avec I’utilisation
successive de quatre solvants avec des polarités

croissantes, respectivement: dichlorométhane, (I:I Dichorométhaoe ~ F| 0—H

acétone, toluene/éthanol (2/1 (v/v)), et eau 5 _c/ Ethanol
. vl -

(Figure 10) cl H H \iH

Les molécules dites lipophiles (résines, acides
gras et terpénes) sont extraites au solvant le Accwons CHs
moins polaire : Le dichlorométhane.

Les solvants plus polaires: acétone, Hy Hy S

toluéne/éthanol et eau servent a extraire des
molécules dites hydrophiles (sucres et

(0>
polyphénols). H P i H

Figure 10. Solvants utilisés

I1-2-2- Récupération de I’extrait.

Dans le cas d’une extraction au dichlorométhane, a 1’acétone ou au toluéne/éthanol,
I’¢limination du solvant d’extraction est faite a I’aide d’un évaporateur rotatif (Figure 11).

Cet appareil sert a réaliser 1’évaporation
du solvant sous vide en utilisant une
pompe a vide avec contrdle de la
pression. Le ballon est plongé dans un
bain d’eau chauffée, il est mis en
rotation pendant I’évaporation.
L’appareil est muni d'un réfrigérant avec
un ballon-collecteur de condensat.

La rotation du ballon crée une surface
d’échange plus grande et renouvelée
permettant donc  d’effectuer une
¢vaporation rapide tout en évitant les
phénomenes  d’¢bullition  prononcés
conduisant a une perte de produit par

souillage de I’évaporateur.. Figure 11. Evaporateur rotatif (Rotavapor).

Afin d’éviter une éventuelle dégradation
thermique de certains composés, la pression est abaissée afin d’évaporer le solvant a
température réduite.

Aprées évaporation du solvant, les extractibles se retrouvent collés aux parois du ballon, qui
est rincé avec un solvant (acétone pour une extraction au dichlorométhane, méthanol pour une
extraction faite a 1’acétone ou au toluéne/éthanol) le contenu est récupéré avec une pipette
pasteur et transvasé dans un pilulier en verre. (Figure 12)



La récupération des extractibles contenus dans I’eau est réalisée par lyophilisation. (Figure
13.)

Figure 12. Récupération de 1'extrait. Figure 13. Appareil lyophilisateur.

I1-2-3- Quantification.

Une fois les extractions réalisées et les solvants évaporés, le taux d’extractibles contenus dans
chaque poudre est obtenu par la différence entre le poids d’un pilulier contenant le mélange
d’extractibles et le poids de ce méme pilulier pesé préalablement a vide, cette différence est
rapportée au poids de la poudre utilisée.

) (Masse du pilulier + extractibles) — (Masse du pilulier vide)
Taux d’extractibles (%) = - X100
Masse de la poudre de bois

I1-2-4- Techniques analytiques.
a- Chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (GCMS).

L’identification ainsi que la quantification relative des molécules contenues dans les
extraits sont réalisées a 1’aide d’un chromatographe en phase gazeuse de type PERKIN
ELMER CLARUS 680, qui permet la séparation des molécules dans le mélange
d’extractibles, couplé a un spectrometre de masse PERKIN ELMER SQS8, permettant de
détecter, d’identifier et de caractériser les molécules contenues dans le mélange.

La séparation chromatographique est réalisée avec une phase stationnaire DB-5MS
(longueur : 30m ; diametre : 250mm ; épaisseur du film : 0.25um) avec un programme de four
de 40 min, comprenant un palier a 80°C (10 min), puis 190°C (15 min), puis 280°C (10 min),
et enfin un palier a 300°C (5 min) et une phase mobile constituée d’Hélium a 1 mL/min

Avant d’injecter les échantillons dans le systtme GCMS, et afin de stabiliser les molécules
pour éviter leur évaporation et faciliter leur détection, chaque échantillon est dérivatisé, c’est-
a-dire que les groupes hydroxyles des composés chimiques sont transformés en groupes
triméthylsilyle. Cette étape consiste a solubiliser 1 a 3 mg d’extrait dans 50ul de BSTFA
(Agent de silylation) dans un pilulier prévu pour GCMS, le pilulier est fermé et placé a 1I’étuve
a 70°C pendant 30 minutes. Le bouchon du pilulier est ensuite ouvert pour permettre
I’évaporation du BSTFA. Une fois ce dernier évaporé, nos extraits sont donc silylés, ils sont
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ensuite dissous dans 1mL d’acétate d’éthyle, puis 1uL de cette derniére solution est injecté en
mode splitless dans la GC, via un injecteur chauffé a 250°C.

b- Chromatographie en phase liquide couplée a une spectrométrie de masse (LC/MS).

La séparation des extraits a été réalisée par chromatographie liquide en phase inverse
couplée a un détecteur UV a barrettes de diodes et a un spectrometre de masse de type triple
quadrupole de marque Shimadzu LC-MS/MS 8030. La séparation des composés est réalisée
sur une colonne Phenomenex Luna 3u C18, thermostatée a 40°C. Les solvants utilisés pour
I’¢lution sont 1’eau et ’acétonitrile contenant chacun 0,1% d’acide formique. L’élution est
effectuée en mode gradient avec un débit de 0,4mL/min et le volume d’injection de 5,0 pL. La
détection est effectuée en utilisant le détecteur UV a barrettes de diodes utilisant une gamme
de détection comprise entre 190 et 800 nm. Les paramétres de détection MS sont : le gaz de
nébulisation (N2) avec un débit 3 L/min, le gaz de séchage avec un débit 15 L/min, le voltage
d'interface : 4,5 Kv, la pression du gaz 230 kPa, la CDL température : 250 °C, « block heater
temperature» 400°C, gamme m/z 100-2000.

La caractérisation des molécules a été obtenue par comparaison avec la base de
données NIST (exemple en figures a et b en annexe. 3) ou bien par comparaison avec des
publications.

La chromatographie en phase liquide couplée a spectrometre de masse (LC-MS) a été
utilisée afin de confirmer la présence de certaines molécules que nous n’avons pas pu détecter
en GC-MS.
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ITI-Résultats.
III-1- Quantification des extraits totaux obtenus aprés extraction.

Les taux d’extraits correspondant aux différentes parties sélectionnées sur chaque arbre
(nceuds, duramen, aubier) sont rassemblés dans le tableau 2 en annexe 2.

Les taux d’extraits moyennés pour tous les nceuds d’une méme essence (un arbre) ainsi que
ceux des duramens et aubiers des 11 essences échantillonnées sont présentés en Figure 14.
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Figure 12. Représentation graphiques des taux d'extraits totaux des 11 essences échantillonnées.
(*absence de noeuds morts)

D’une maniére générale, ces résultats montrent des taux d’extraits nodaux
significativement supérieurs a ceux contenus dans le tronc (aubier et duramen), et ceci dans la
plupart des essences. On note cependant les cas de I’if et du noyer qui présentent des taux
d’extraits dans les duramens légérement supérieurs a ceux contenus dans les nceuds.

D’autre part, on releve une forte variabilité¢ des taux d’extraits nodaux au sein d’un
méme arbre, notamment chez le pin maritime, le cédre de I’Atlas et le Metasequoia. Par
exemple chez le pin maritime, le taux d’extraits nodaux varie de 6.79% de maticre seche dans
les nceuds vivants jeunes a 26.32% dans les nceuds vivants du milieu et 45.33% dans les
nceuds morts (Tableau 2 en annexe 2).

Les taux d’extraits retrouvés dans les duramens sont compris entre 5 et10%, tandis que
dans les nceuds, les taux moyennés sont moins variables, compris entre 8 et 30%.

En deuxieme lieu, on observe que les essences ayant montré les taux d’extraits nodaux
les plus élevés sont des résineux et particulierement le Pin maritime, le Cyprés chauve et le
Metasequoia.

Nous notons également chez 1I’if, le noyer et le houx, des taux d’extraits trés proches
entre les nceuds et le duramen.
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L’analyse des résultats d’extractions réalisées sur différents types de nceuds de chaque
arbre permet de faire des distinctions basées sur des différences de taux et de nature des
extraits nodaux. La figure 15 montre des taux d’extraits nodaux au dichlorométhane nettement
plus ¢élevés chez les résineux, mis a part les cas du ginkgo ou on note un taux ¢levé d’extraits
aqueux, et de I’if ou on remarque une dominance de la proportion des extraits acétoniques.

Chez les feuillus, y compris les feuillus persistants, on retrouve un profil assez similaire
avec des taux tres élevés d’extraits aqueux comparativement aux résineux.

Certaines especes présentent un profil vertical caractéristique des taux d’extraits
nodaux, avec une décroissance des taux d’extrait en allant du bas vers le haut de I’arbre. Ce
type de profil a été observé chez le pin maritime, le metasequoia, I’if et le houx. Ce profil est
cependant inversé chez d’autres especes telles que le ginkgo et le buis ou on reléve les taux
d’extrait les plus ¢élevés dans les nceuds vivants jeunes et les taux les plus bas dans les nceuds
vivants du bas. Le reste des espéces ne présente aucun profil particulier.

De maniere générale, on observe de fortes variabilités inter et intra-arbre des taux
d’extraits nodaux.

III-3- Caractérisation des extraits.

L’identification et la quantification relative des molécules présentes dans les extraits
au dichlorométhane et les extraits acétoniques ont été réalisées. Pour chaque solvant et pour
chaque partie de I’arbre analysée, une liste contenant le nom et le pourcentage relatif de
chacune des molécules rencontrées puis classées en familles chimiques a été établie (tableau 2
en annexe 2).

L’analyse de la composition en extractibles des différentes parties analysées sur
chaque arbre révele une grande diversité de molécules. Afin de respecter les consignes de
rédaction de ce rapport, nous ne présentons ici que deux exemples d’arbres analysés (un
résineux et un feuillus), néanmoins caractéristiques des observations réalisées pour toutes les
essences de ce travail: le pin maritime et le chéne vert (Figures 16 et 17). Les familles
chimiques majoritairement identifiées dans les extraits au dichlorométhane sont les terpénes,
les acides gras, les stérols, les lignanes et les acides résiniques. Dans les extraits acétoniques
on retrouve des sucres, des flavonoides, des lignanes, de 1’acide gallique, des terpeénes, des
acides gras et des acides résiniques (Tableau 2 en annexe 2).

Le chéne vert est caractérisé principalement par la présence de flavonoides (catéchine)
dans toutes les parties analysées. Le taux le plus élevé est rencontré dans les noceuds morts
(51.97%). Pour les autres feuillus, on releve la présence de flavonoides chez le chataigner et
le noyer avec des taux qui varient aussi bien entre les deux espeéces qu’entre les différentes
parties d’un méme arbre.

Les flavonoides sont quasiment absents chez les résineux, mis-a-part les cas du cypres
chauve et du cedre de I’Atlas qui présentent des traces de flavonoides dans 1’aubier pour le
premier et dans le duramen et I’aubier pour le second.

Les lignanes sont absents chez les feuillus, excepté chez le chataigner ou on retrouve
des lignanes et également des proportions élevées d’acide gallique.

On observe un profil vertical typique des taux de lignanes contenus dans les extraits
nodaux du pin maritime (figure. 16), de I’if et du metasequoia (Tableau.2 annexe. 2). Ce
profil est caractérisé par une décroissance en allant de la base (nceuds vivants du milieu) vers
le haut du houppier (nceuds vivants jeunes).
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Figure 14. Composition en extractibles du pin maritime. (NM : Neeuds mort ; NVB : Neeuds vivants
du bas; NVM : Neeuds vivants du milieu ; NVJ: Neeuds vivants jeunes ; Dur : Duramen ; Aub:
Aubier).

B Catéchine ™ Stérols ™ Sucres mA. Gras Autres Non identifiés

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

B Terpénes

iIIHHHH

chhloro Acétone chhloro Acétone chhloro Acétone chhloro Acétone chhloro Acétone chhloro Acétone

1

1

1

1

N Morts N V Bas N V Milieu N V Jeunes Duramen Aubier

Figure 15. Composition en extractibles du chéne vert.

On note la présence de stilbénes uniquement dans les extraits nodaux du pin maritime.

En outre, il est a signaler que des taux ¢€levés de sucres sont rencontrés dans la quasi-totalité
des extraits d’aubiers et de duramens des essences analysées.
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IV- Discussion.

Un des premiers objectifs visés a travers cette ¢tude est la quantification des taux
d’extraits nodaux comparés a ceux de I’aubier et du duramen sur une large gamme d’essences
¢chantillonnées, afin de vérifier nos hypothéses €mises sur les différences de quantités
existant entre extraits nodaux et extraits du tronc (duramen et aubier), et entre feuillus et
résineux.

Nos résultats montrent des taux d’extraits nodaux significativement supérieurs a ceux
du tronc. Des résultats assez similaires ont été obtenus dans diverses études (Kebbi-Benkeder
et al. 2013 ; Willfor et al. 2003a, b; 2004a, b; Pietarinen et al. 2006b). Cette supériorité est
cependant moins marquée chez les feuillus. Ce méme constat a été relevé par Kebbi-Benkeder
et al. (2013) pour différentes espeéces de feuillus et de résineux. Ceci confirme I’hypothése
n° 1.

Les taux ¢levés des extraits nodaux comparativement a ceux des troncs renseignent sur
I’importance du rdle central joué par les nceuds dans la biologie de 1’arbre a savoir: le
processus de branchaison, la jonction entre branches et tronc pour la conduction de séve, la
résistance aux sollicitations mécaniques (vent, pluies et neiges) et aux attaques de pathogenes.

L’exception rencontrée chez le noyer, le houx et I’if, qui présentent des taux d’extraits
dans les duramens trés proches et parfois supérieurs a ceux des nceuds, pourrait étre liée a une
probable duraminisation rapide de ces derniers. Ou bien a I’absence de nceuds morts, qui sont
généralement trés riches en extraits et tendent a augmenter considérablement les taux
moyennés d’extraits nodaux.

Les essences ayant montré les taux d’extraits nodaux les plus élevés sont des résineux.
Mis-a-part les cas particuliers du chéne et du chataigner. Ceci confirme les résultats de Kebbi-
Benkeder et al. (2013) sur méleze, pin sylvestre et €picéa. Ces especes contenaient des taux
d’extraits nodaux significativement supérieurs a ceux d’autres espéces de feuillus telles que le
robinier, le hétre et le charme. Le méme résultat a été obtenu pour d’autres feuillus tels que le
saule et I’acacia (Pohjamo et al. 2003; Pietarinen et al. 2005).

Cependant, il est a noter que les écarts-types des taux d’extraits nodaux moyennés de
certaines especes telles que le pin maritime et le cédre de 1’Atlas (Figure 14) témoignent
d’une forte variabilité entre différents nceuds prélevés sur un méme arbre.

L’analyse des taux et de la nature des extraits selon le solvant utilisé et le type de nceud
considéré a permis de consolider notre hypothése n°3 émise sur I’existence d’un profil
vertical intra-arbre des extraits nodaux, mais pas pour toutes les essences analysées (Figure
15). En effet la figure 15 montre bien une décroissance des taux d’extraits nodaux en allant de
la base vers le haut du houppier, les nceuds morts (lorsqu’ils sont présents) et les noeuds
vivants du bas contenaient les taux les plus élevés et les noeuds vivants jeunes (vers le haut du
houppier) les taux les plus bas. Ce profil vertical n’est cependant retrouvé que chez le pin
maritime, le metasequoia, I’if et le houx. On observe méme une inversion du profil vertical
chez le ginkgo et le buis.

Concernant la nature des extraits nodaux et les proportions des différentes fractions qui
les composent, on reléve une variabilité interspécifique, mais de manicre générale les nceuds
des résineux semblent contenir des quantités ¢élevés d’extraits au dichlorométhane
correspondant a la fraction lipophile (résines, graisses, ...) alors que ceux des feuillus se
distinguent par un taux élevé d’extraits aqueux (Composés phénoliques et sucres) (Figure 15).

Contrairement aux autres especes de résineux caduques analysées, le ginkgo semble étre
le seul a avoir un profil similaire aux feuillus et a celui du méleéze (résineux caduque) qui
avaient été analysés dans les travaux de Kebbi-Benkeder et al. (2013).Les nceuds de ces deux
especes présentent de fortes proportions d’extraits aqueux (Figure 15).
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Concernant les feuillus persistants, ces derniers ne présentent aucun profil particulier,
ou de différences notables dans la nature de leurs extraits, qui les distingueraient des autres
feuillus. Ceci infirme notre hypothese n°® 4 quant a 1’existence d’une différence en quantité et
en nature des extraits entre feuillus caduques et feuillus persistants.

L’identification et la quantification relative des molécules présentes dans les extraits au
dichlorométhane et les extraits acétoniques nous a permis d’appréhender la diversité
moléculaire qui les caractérise et de conforter notre hypotheése n°5. Il existe donc des
différences au niveau de la nature des molécules et de leurs quantités aussi bien a 1’échelle
interspécifique qu’a I’échelle intra-arbre.

En effet, de maniere générale, les lignanes semblent caractériser les résineux plutot que
les feuillus, et les taux les plus élevés sont signalés dans les extraits nodaux. Ce résultat
confirme celui trouvé par Kebbi-Benkeder et al. (2013).

En outre, on reléve chez le pin maritime, I’if et le metasequoia, 1’existence d’un profil
vertical des taux de lignanes contenus dans les extraits nodaux, ce profil qui se caractérise par
une décroissance en allant de la base (nceuds vivants du milieu) vers le haut du houppier
(nceuds vivants jeunes). Le méme constat a été signalé dans d’autres travaux sur pin maritime
(Conde et al. 2014) et sur épicéa (Piispanen et al. 2008).

La présence de taux ¢élevés en lignanes dans les résineux en général et dans les nceuds
vivants du milieu en particulier, suggere que les lignanes joueraient un role de protection et de
renforcement de I’arbre. Cette partie de I’arbre est en effet généralement pourvue de branches
longues, particulierement sollicitées par des contraintes environnementales (ozone, vent,
pluies et neige) et les lignanes sont réputés pour leur pouvoir antioxydant (Willfor et al.
2003c ; Pietarinen et al. 2006a), ainsi que pour leur réle dans la lignification et le
renforcement des branches (Lewis, 1999 ; Willfor et al. 2003b). Par ailleurs, une activité
photosynthétique plus élevée dans les branches vivantes du milieu, qui sont plus anciennes,
produirait plus d’assimilats disponibles pour la synthése d’extractibles.

Les stilbénes sont retrouvés uniquement dans les extraits nodaux du pin maritime, un
résultat qui concorde avec celui mentionné dans la littérature. Les stilbénes ont été signalés
sur pin maritime (Conde et al. 2014), ainsi que sur d’autres espéces de pin, telles que le pin
sylvestre (Willfor et al. 2003a,b). Leur présence dans nos échantillons comme dans les
essences précédemment citées suggere leur role dans la défense contre les pathogénes.

Pour ce qui est des flavonoides, ces derniers semblent caractériser les feuillus, leur taux
est trés variable d’une espece a I’autre (Tableau 2 annexe 2). Le méme résultat a été signalé
dans des études précédentes sur d’autres especes de feuillus telles que ’acacia, le peuplier et
le hétre (Pietarinen et al. 2006a ; Kebbi-Benkeder et al. 2013).

Nos résultats montrent une variabilité intra-arbre des taux de flavonoides. Ainsi le taux
le plus élevé (52% en catéchine) a été retrouvé dans les extraits des noceuds morts du chéne
vert. Ceci est a rapprocher du fait que la chute des branches (¢lagage, neige, vent,...) crée une
ouverture propice aux attaques de pathogeénes particuliérement les agents fongiques. Ceci
expliquerait une synthése plus accrue en flavonoides de défense. Les mémes constats et
interprétations ont été notés dans des études précédentes (Pietarinen et al.2006b ; Neascu et al.
2007).

On note cependant la présence de traces de catéchine (moins de 2%) dans I’aubier et le
duramen du cédre de 1’Atlas et du cyprés chauve. Su et al. (2013) signalent également la

présence de flavonoides dans le bois du cypres chauve. Ces molécules sont aussi retrouvées
dans le bois du cedre de I’Himalaya (Willfor et al. 2009).

L’acide gallique a été retrouvé dans nos échantillons chez deux espéces de feuillus
(chataigner et chéne vert) avec des taux plus élevés chez le chataigner ou on le retrouve dans
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tous les noeuds ainsi que dans le duramen, un résultat conforme a ceux de récentes études sur
la méme essence (Comandini et al. 2014). Il est a rappeler que ’acide gallique est un tanin
hydrolysable, connu pour ses activités antioxydantes (Diouf et al. 2006), antibactériennes et
antivirales (Kratz et al. 2008).

Concernant les sucres, ces derniers sont retrouvés dans la totalité des essences
analysées. Leur taux est cependant variable d’une essence a une autre et au sein d’un méme
arbre. Par contre, les taux les plus élevés sont généralement retrouvés dans le tronc (aubier et
duramen) ce qui pourrait étre expliqué par un éventuel processus de mise en réserve. Il est
rappelé que les arbres ont été abattus en fin de période hivernale et donc que les réserves
n’étaient pas encore mobilisées et €taient donc encore bien présentes.

V- Conclusion et Perspectives.

Cette étude nous a permis de compléter ’analyse de la biodiversité en extractibles
contenus dans les nceuds, les duramens et aubiers des essences forestieéres exploitées.

Nos analyses montrent globalement la richesse des nceuds en extractibles
comparativement aux duramens et aubiers.

On note également que chez les essences issues de foréts tempérées (toutes les essences
mis a part le ginkgo et le metasequoia), les résineux sont plus riches en extraits que les
feuillus sauf pour les cas particuliers du chéne vert et du chataigner qu’on retrouve intercalés
entre des essences de résineux.

Grace a I’analyse des taux et de la nature des extraits selon le solvant utilis¢ et le type de
noeud considéré, nous avons pu confirmer I’existence de fortes variabilités, tant en quantité
qu’en nature des extraits, entre les différentes essences et méme au sein d’un méme arbre.

Par ailleurs, nous avons pu relever 1’existence d’un profil vertical intra-arbre caractérisé
par une décroissance des taux d’extraits nodaux en allant de la base vers le haut du houppier,
et ceci chez le pin maritime, I’if, le metasequoia et le houx.

Les nceuds des résineux se distinguent par leur forte proportion d’extraits lipophiles
(résines, graisses) tandis que ceux des feuillus se distinguent par de fortes proportions
d’extraits aqueux (composés phénoliques et sucres).

Cependant nos analyses ne nous ont pas permis de mettre en lumicre une relation directe
entre les extractibles et le chute des feuilles.

L’identification et la quantification relative des molécules présentes dans les extraits
analysés a permis de faire des distinctions entre les différentes essences et entre les nceuds et
le tronc de chaque arbre, tant en quantités qu’en nature des molécules présentes dans chaque
extraits. Ainsi nous avons pu confirmer la présence de lignanes principalement chez les
résineux et de flavonoides principalement chez les feuillus.

De maniere générale, nos résultats permettent de mettre en avant la particularité
anatomique mais surtout chimique des nceuds.

Certains arbres tels que le noyer, I’if et le houx présentent des taux d’extraits dans les
duramens treés proches et parfois supérieurs a ceux des nceuds, il serait intéressant de mener
des analyses plus poussées sur ces essences afin de connaitre I’origine et I’intérét de ce profil
caractéristique.

Afin de confirmer les différences (en quantités et en nature des extractibles) entre
essences et de généraliser nos observations, il serait intéressant de mener d’autres
investigations sur d’autres essences de feuillus et de résineux.
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Des tests enzymatiques ont été lancés dans le cadre de ce stage afin de voir 1’effet des
extraits sur I’activité de certaines enzymes telles que les laccases et les pectinases. Il serait
appréciable de poursuivre ces tests et de réaliser d’autres tests biologiques afin de mettre en
lumiere les roles des extractibles dans la défense de I’arbre (antifongique, antibactérien,
antioxydant...)

Aussi, des études pourraient €tre conduites afin d’appréhender la localisation et le
processus de synthése des molécules extractibles au cours de la croissance de 1’arbre.
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Annexe 1 :

Tableau 1. Tableau des données sur les essences échantillonnées.
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Provenance Pépinieres Adam et Fils, Laneuvelotte (Nancy) ONF de Schirmeck, | IRSTEA (Aix-En- ONF Lons-Le-Saunier INRA
Saverne Provence) Orléans
Date abattage 03 et 04/02/2014 12/02/2014 13/02/2014 27/02/2014 11/03/2014
age 43 24 41 39 35 41 18 73 46 134 36
Hauteur totale (m) 5,77 8,6 5,6 6,93 12 8,3 14,4 15,3 7,1 7,5 14
Circonférence (mm) | 256 452 %/249/ 509 699 577 775 707 576 359 940
Diamétre (mm) 81,52 143,94 125,79 162,10 | 222,61 183,75 | 246,81 | 225,15 183,43 114,33 299,36
Hauteur lére
2 0,98 0,2 1,48 1,02 1,95 1,27 2,28 1,2 1,88 3,7
Branche verte (m)
Date 06/02/ 05/02/ | 04/02/ 05/02/
échantillonnage des | 05/02/2014 12/02/2014 17/02/2014 27/02/2014 14/03/2014
neeuds 2014 2014 | 2014 2014
Neeuds vivants bas | 2,10 et | 1,70 / 2 1,30 et 1,2 / 1,60 / 2,05 et 1,30 / 3,70 /
(m) 222 1270 0,8 0,9 12et1,47 | 1,9 225 2,et3,23 211 1,88 /2,70/ 3,25/ 3,40 550
Neeuds vivants du | 3.2 et 2,9 3 6 3,7 7,2 6.2 321/347/381 3,90 /4,10/4,50 /4,80 10,2
milieu (m) 3,9
Neeuds vivants 5,5 3,7/4,7 7.8 6/630 | 103 9et10,80 | 4,76/5/5,32/5,66 | 590 et 4 neeuds autour de 6 et 6,50 | 12
jeunes (m)
Absen 147 et 0,56 / 0,71 / 0,78/
Neeuds morts (m) 0,64 Absents | 1,8 Absents Absents | 4,90 et | Absents ’ ’ ’ 1,17/1,55/2,40/2,90/3,10 1,30 et 5,50
ts 255 1,20/ 1,60/ 1,65




Annexe 2 :

Tableau 2. Tableau des résultats d’extractions et de la composition en extractibles pour
chaque essence. (NM : Neeuds morts ; NVB : Neeuds vivants du bas ; NVM : Neeuds vivants
du milieu ; NVJ : Neceuds vivants jeunes ; Dur : Duramen ; Aub : Aubier ; AG : Acides gras,

N.I : Non identifiés)

Dichlorométhane Acétone Toluéne/ éthanol | Eau
NM ET=0.5% ET=1.82% ET=1.11% ET=13.69%
-AG (46.78%) -Catéchine (51.97%)
-Stérols (23.53%) -Sucres (16.13%)
-Autres (22.69%) -Acide gallique (10.47%)
-Terpénes (4.25%) -N.I (8.88%)
-N.I (2.75%) -Acides gras (6.92%)
-Terpénes (5.63%)
NVB ET=0.19% ET=3.47% ET=2.59% ET=9.03%
-Stérols (44.96%) -Sucres (74.77%)
-N.I (25.46%) -Catéchine (22.60%)
-AG (14.06%) -N.I(2.63%)
-Terpénes (9.89%)
-Autres (5.63%)
NVM | ET=0.18% ET=2.33% ET=2.27% ET=7.64%
-AG (75.14%) -Sucres (74.44%)
€ -Stérols (18.72%) -Catéchine (24.17%)
I NI (6.12%) NI (1.39%)
)
‘E’ NVI ET=0.25% ET=3.90% ET=1.84% ET=7.02%
o -AG (69.44%) -Sucres (89.01%)
-Stérols (16.18%) -Catéchine (10.99%)
-N.I(6.07%)
-Sucres (4.77%)
-Terpénes (3.52%)
Dur ET=0.24% ET=2.96% ET=2.34% ET=6.71%
-Stérols (45.24%) -Sucres (83.92%)
-AG (27.61%) -Catéchine (13.21%)
-Terpénes (21.81%) -N.I (2.86%)
NI (5.31%)
Aub ET=0.39% ET=2.51% ET=1.39% ET=4.98%
-AG (79.44%) -Sucres (97.08%)
-Stérols (12.99%) -Catéchine (2.92%)
-N.I (4.09%)
-Sucres (2.14%)
-Lignanes (1.32%)




-N.I(13.99%)
-Lignanes (3.28%)

-Sucres (28.10%)
-N.I (3.61%)

NM ET=5.88% ET=1.69% ET=0.96% ET=3.38%
-Terpénes (58.19%) -Sucres (53.19%)
-Stérols (22.33%) -NI(21.79%)
-N.I (13.95%) -Lignanes (9.08%)
-AG (5.54%) -Terpénes (6.27%
NVB ET=19.45% ET=2.50% ET=1.55% ET=1.24%
-Terpénes (58.19%) -Sucres (45.72%)
-Stérols (22.33%) -N.I (39.37%)
-N.I (13.95%) -Lignanes (13.15%)
-AG (5.54%) -Terpénes (1.76%)
NVM | ET=6.91% ET=0.86% ET=0.69% ET=9.64%
~Terpénes (58.19%) NI (53.67%)
- -Stérols (22.33%) -Lignanes (34.03%)
'§ NI (13.95%) -Sucres (10.55%)
kg -AG (5.54%) ~Terpénes (1.74%)
§ NVJ ET=7.23% ET=1.08% ET=0.58% ET=3.73%
-Terpénes (58.19%) -Sucres (39.95%)
-Stérols (22.33%) NI (29.44%)
-N.I (13.95%) -Lignanes (16.41%)
-AG (5.54%) -Terpénes (14.21%)
Dur ET=4.03% ET=0.25% ET=1.15% ET=6.15%
-Terpénes (81.50%) -N.I (46.83%)
-Autres (10.91%) -Terpenes (32.12%)
-N.I (4.77%) -Sucres (11.90%)
-Stérols (2.82%) -Autres (9.15%)
Aub ET=0.38% ET=0.48% ET=0.58% ET=2.29%
-AG (84.74%) -Sucres (94.67%)
-Terpénes (10.67%) -Acides gras (4.23%)
-Stérols (4.59%) NI (1.10%)
NM ET=14.18% ET=4.59% ET=1.32% ET=6.02%
-Terpénes (86.87%) -Lignanes (59.04%)
-Acides gras (5.41%) -Sucres (29.75%)
g -Autres (4.21%) NI (3.52%)
:& -Stérols (1.76%) -Terpenes (3.11%)
5 -Lignanes (1.72%) -Acides gras (2.69%)
@ -Autres (1.86%)
2
O | NVB ET=5.78% ET=1.47% ET=0.98% ET=3.43%
-Terpénes (82.73%) -Lignanes (60.43%)




-Terpénes (3.19%)
-Acides gras (2.75%)
-Autres (1.90%)

NVM | ET=2.47% ET=1.24% ET=0.57% ET=2.72%
-Terpenes (70.69%) -Sucres (86.10%)
-N.I(13.34%) -Lignanes (6.58%)
-Lignanes (6.72%) -Terpénes (7.32%)
-Stérols (4.57%)
-Autres (1.42%)
NVJ ET=1.35% ET=0.95% ET=0.69% ET=6.81%
-Stérols (29.81%) -Sucres (82.68%)
-Terpenes (24.94%) -Lignanes (14.94%)
-Lignanes (22.34%) -Terpenes (2.38%)
-N.1(9.25%)
-Acides gras (6.74%)
-Sucres (1.30%)
-Autres (5.59%)
Dur ET=4.90% ET=1.86% ET=0.95% ET=2.38%
-Terpénes (89.89%) -Sucres (47.49%)
-N.1(6.10%) -N.1(28.84%)
-Stérols (2.88%) -Terpenes (22.39%)
-Autres (0.76%) -Catéchine (1.28%)
-Acides gras (0.35%)
Aub ET=0.23% ET=1.48% ET=2.11% ET=4.49%
-Terpenes (46.79%) -Sucres (99%)
-Acides gras (34.10%) -Catéchine (1%)
-Stérols (16.65%)
-Autres (2.44%)
NM ET=14.50% ET=1.77% ET=1.45% ET=3.79%
-Terpénes (29.64%) -N.I(59.59%)
-Stérols (27.23%) -Lignanes (21.98%)
-N.I(24.85%) -Sucres (18.43%)
° -Autres (9.87%)
; -Acides gras (8.38%)
=
: NVB ET=18.28% ET=2.43% ET=0.87% ET=2.58%
'g ~Terpénes (35.54%) -Sucres (78.23%)
5 -N.I(25.24%) -N.I(9.47%)
-Stérols (23.13%) -Autres (7.72%)
-Autres (10.76%) -Lignanes (4.56%)
-Acides gras (5.31%)
NVM | ET=9.43% ET=1.62% ET=1.30% ET=3.79%




-Stérols (51.97%)
-Acides gras (18.75%)
-Terpénes (15.80%)
-N.I1(10.01%)

-Autres (3.44%)

-Sucres (53.61%)
-N.I (35.03%)
-Lignanes (11.34%)

NVJ ET=13.62% ET=1.45% ET=1.14% ET=4.26%
-N.I(31.92%) -Sucres (57.08%)
-Terpénes (30.09%) -N.I (29.75%)
-Stérols (19.44%) -Lignanes (13.16%)
-Acides gras (16.17%)
-Autres (2.36%)
Dur ET=2.85% ET=0.93% ET=1.29% ET=0.78%
-Terpenes (29%) -Sucres (80.62%)
-N.I(22.74%) -NI (17.02%)
-Acides gras (7.33%) -Autres (2.35%)
-Stérols (1.8%)
Aub ET=0.49% ET=0.86% ET=0.96% ET=3.62%
-Acides gras (59.41%) -Sucres (96.97%)
-Terpenes (26.96%) -Catéchine (1.61%)
-N.I (6.99%) -N.I(1.40%)
-Stérols (6.62%)
NM ET=0.58% ET=4.70% ET=1.67% ET=15.48%
-Acides gras (79.40%) -Sucres (79.25%)
-Stérols (12.80%) -Acide gallique (20.75%)
-N.I (3.79%)
-Autres (2.20%)
-Lignanes (1.79%)
NVB ET=0.38% ET=3.53% ET=2.28% ET=6.82%
-Acides gras (75.62%) -Acide gallique (97.44%)
E -Stérols (12.36%) -N.I(2.55%)
-;-; NI (8.11%)
:‘-':‘ -Autres (2.47%)
o -Lignanes (1.42%)
NVM | ET=0.31% ET=4.09% ET=2.55% ET=9.43%
-Acides gras (71.51%) -Acide gallique (56.26%)
-Stérols (14.67%) -Sucres (43.73%)
NI (6.13%)
-Lignanes (4.92%)
-Autres (2.74%)
NVI ET=0.50% ET=1.62% ET=3.06% ET=10.30%




-Acides gras (75.35%)
-Stérols (13.94%)
-Autres (5.38%)

-Acide gallique (80.22%)

-N.I (11.65%)
-Flavonoides (5.84%)

-N.I(5.32%) -Sucres (2.27%)
Dur ET=0.25% ET=1.90% ET=1.30% ET=6.86%
-Acides gras (40.63%) -Acide gallique (60.48%)
-Stérols (30.26%) -Sucres (24.65%)
-Autres (12.18%) -N.I (6.89%)
-Monophénols (9.73%) -Lignanes (6.38%)
-Lignanes (7.17%) -Flavonoides (1.58%)
Aub ET=0.17% ET=0.47% ET=0.66% ET=5.94%
-Acides gras (65.54%) -Sucre (94.25%)
-Stérols (29.36%) -Stérols (3.39%)
-Autres (5.08%) -Autres (0.95%)
-Acides gras (0.79%)
-N.1(0.59%)
NM ET=0.64% ET=1.05% ET=1.06% ET=6.26%
-N.I(34.87%) -Sucre (60.04%)
-Acides gras (30.37%) NI (21.72%)
-Terpénes (28.60%) -Acides gras (12.21%)
-Stérols (3.70%) -Autres (6.01%)
-Autres (2.44%)
NVB ET=0.40% ET=0.83% ET=0.99% ET=4.43%
-Terpénes (46.42%) -Sucre (97.07%)
-Acides gras (45.23%) -N.I (2.46%)
-Stérols (5.02%) -Acides gras (0.45%)
-Autres (3.30%)
£
2 | NVM | ET=0.37% ET=0.87% ET=1.26% ET=5.22%
-Acides gras (53.60%) -Sucre (100%)
-Terpénes (32.51%)
-Autres (5.20%)
-Stérols (5.17%)
-N.1(3.49%)
NVJ] ET=0.21% ET=0.96% ET=1.25% ET=7.62%
-Acides gras (66.15%) -Sucre (94.76%)
-Terpenes (24.85%) -Terpenes (2.90%)
-Autres (4.95%) -Autres (1.19%)
-Stérols (4.02%) -Acides gras (1.12%)
Dur ET=0.39% ET=0.62% ET=1.18% ET=3.53%




-Acides gras (47.93%)
-Terpénes (19.48%)
-Autres (19.11%)
-Stérols (8.65%)

-Sucre (94.85%)
-Terpenes (1.99%)
-N.I (1.75%)
-Autres (1.08%)

-N.I (4.80%) -Acides gras (0.32%)

Aub ET=0.34% ET=0.92% ET=0.54% ET=4.44%
- Acides gras (80.73%) -Sucre (98.93%)
- Stérols (7.85%) -N.I (1.07%)
- Autres (7.65%)
- N.I (3.74%)

NM Absence de nceuds morts.

NVB ET=1.80% ET=5.11% ET=2.21% ET=3.13%
-Lignanes (82.03%) -Lignanes (47.15%)
-Terpénes (8.66%) -Sucres (42.15%)
-Stérols (2.77%) -N.I1(10.69%)
-N.I(2.76%)
-Sucres (2.56%)
-AG (1.19%)

NVM | ET=1.90% ET=4.37% ET=2.03% ET=3.21%
-Lignanes (83.01%) -Sucres (53.65%)
-Terpénes (6.85%) -Lignanes (42.35%)
-Sucres (4.02%) -N.I (4%)
-Stérols (2.94%)
-N.I(2.33%)
-AG (0.83%)

= NVI ET=1.54% ET=2.72% ET=1.22% ET=3.30%

-Lignanes (82.14%) -Sucres (57.80%)
-Terpénes (6.61%) -Lignanes (36.97%)
-Sucres (6.41%) -N.I(5.21%)
-Stérols (2.74%)
-AG (1.27%)
-N.I(0.90%)

Dur ET=1.22% ET=3.64% ET=4.17% ET=2.74%
-Lignanes (50.66%) -Sucres (61.78%)
-Sucres (31.63%) -Lignanes (28.95%)
-Terpenes (16.06%) -N.I1(9.27%)
-AG (1.64%)

Aub ET=0.60% ET=0.31% ET=0.49% ET=2.42%
-Terpénes (44.68%) -Sucres (94.96%)
-AG (36.20%) -AG (5.04%)
-Autres (19.13%)




NM Absence de nceuds morts
NVB ET=0.43% ET=0.42% ET=1.58% ET=6.59%
-Stérols (37.93%) -Stérols (52.44%)
-N.I (34.36%) -Sucres (47.55%)
-Acides gras (13.56%)
-Terpénes (8.16%)
-Autres (5.96%)
NVM | ET=0.34% ET=0.60% ET=1.49% ET=6.10%
-Stérols (44.76%)
-N.I(27.75%) -Sucres (100%)
-Acides gras (10.61%)
-Terpénes (10.36%)
-Autres (6.49%)
NVI ET=0.32% ET=0.52% ET=1.46% ET=5.44%
; -N.I (38.92%) -Sucres (91.71%)
é -Stérols (37.89%) -N.1(6.28%)
-Acides gras (16.06%) -Acide palmitique (1.99%)
-Autres (4.93%)
-Terpénes (2.17%)
Dur ET=0.29% ET=1.91% ET=1.20% ET=4.25%
-N.I (50.07%) -Sucres (86.98%)
-Stérols (25.56%) -Autres (8.60%)
~Terpénes (10.47%) NI (4.40%)
-Acides gras (9.60%)
-Autres (4.27%)
Aub ET=0.24% ET=1.39% ET=1.00% ET=3.87%
- Stérols (43.79%) - Sucres (98.15%)
- Acides gras (24.34%) - Terpeénes (1.84%)
- N.I(19.27%)
- Terpénes (9.46%)
- Autres (3.11%)
NM Absence de nceuds morts
NVB ET=0.64% ET=1.80% ET=2.63% ET=7.60%
- Stérols (48.81%) - Sucres (94.52%)
- - Acides gras (21.33%) - Catéchine (2.83%)
% - Terpenes (17.24%) -N.I(1.81%)
z - N.I(8.09%) - Autres (0.83%)
- Sucres (4.51%)
NVM | ET=0.46% ET=0.94% ET=1.09% ET=3.84%
- Stérols (48.81%) - Sucres (96.41%)




- Acides gras (21.33%)

- Autres (2.25%)

- Terpénes (17.24%) - NI (1.32%)
- N.I (8.09%)
NVJ ET=0.86% ET=1.95% ET=1.76% ET=9.41%
- Stérols (47.45%) - Sucres (93.44%)
- Terpenes (21.29%) - Catéchine (1.39%)
-N.I(17.26%) -N.I(5.16%)
- Acides gras (9.75%)
- Autres (4.23%)
Dur ET=0.58% ET=4.12% ET=3.08% ET=4.76%
- Stérols (42.79%) - Sucres (55.22%)
- Terpenes (28.22%) - Catéchine (19.38%)
- Acides gras (14.84%) -NI(11.41%)
- N.I(14.12%) - Lignanes (11.06%)
- Acide gallique (2.90%)
Aub ET=0.51% ET=1.21% ET=0.72% ET=3.91%
- Terpénes (49.88%) - Sucres (90.11%)
- Stérols (33.27%) - N.I(9.89%)
- Acides gras (10.43%)
- N.I (6.40%)
NM Absence de nceuds morts
NVB ET=1.23% ET=0.62% ET=0.54% ET=5.43%
-Stérols (77.94%) - Sucres
-Terpénes (9.60%) - Lignanes (LCMS)
-AG (8.60%)
NI (2.82%)
-Autres (1.03%)
NVM | ET=1.00% ET=0.65% ET=0.86% ET=8.38%
-Terpénes (38.32%) - Sucres
E” -Autres (28.43%) - Lignanes (LCMS)
.C_E') -AG (16.16%)
-N.I(10.37%)
-Stérols (6.72%)
NVJ ET=2.91% ET=0.86% ET=2.32% ET=10.95%
Dur ET=0.96% ET=0.86% ET=1.07% ET=2.41%
-AG (35.91%) - Sucres (97.60%)
-Terpénes (34.39%) - Acides gras (2.40%)
-Autres (14.61%)
-Stérols (8.39%)
-N.I(6.71%)




-Acides résiniques (36.59%)

-Acides gras (23.51%)

Aub ET=0.89% ET=0.65% ET=1.55% ET=2.93%
-Terpénes (44.92%) - Sucres (100%)
-Autres (36.46%)
-AG (14.35%)
-Stérols (4.27%)
NM ET=38.58% ET=2.49% ET=0.79% ET=3.47%
-Acides résiniques (39.41%) -Lignanes (46.31%)
-Acides gras (32.32%) -Terpénes (15.52%)
NI (28.26%) -Stilbénes (13.67%)
-Acides résiniques (12.43%)
NI (8.86%)
-Sucres (2.44%)
-Autres (0.74%)
NVB ET=32.10% ET=2.94% ET=0.54% ET=5.53%
-Acides résiniques (72.40%) -Lignanes (44.16%)
-N.I (17.82) -Stilbénes (16.99%)
-Acides gras (7.26%) -Acides résiniques (14.6%)
-Stilbénes (2.51%) -Terpénes (15.09%)
-N.I (7.46%)
-Sucres (1.72%)
NVM | ET=18.58% ET=2.71% ET=0.51% ET=4.52%
g -Acides résiniques (66.76%) -Lignanes (63.15%)
:E -Acides gras (6.36%) ~Terpénes (10.18%)
g -N.I (24.62%) -Stilbénes (8.9%)
R= -Stilbénes (2.25%) -Acides résiniques (7.82%)
A -Sucres (5.46%)
-N.I(4.49%)
NVJ ET=2.34% ET=0.70% ET=0.27% ET=3.48%
-Acides gras (71.06%) -Sucre (52.08%)
-Acides résiniques (19.83%) -Acides gras (32%)
-Terpénes (9.11%) -Acides résiniques (15.92%)
Dur ET=2.70% ET=1.48% ET=0.46% ET=3.95%
-Acides gras (38.59%) -Acides résiniques (45.99%)
-Acides résiniques (38.15%) -Autres (25.08%)
-Autres (10.81%) -Sucres (10.85%)
- Stérols (6.30%) -N.I (8.66%)
-N.I(6.15%) -Lignanes (6.38%)
-Acides gras (3.04%)
Aub ET=2.91% ET=0.28% ET=0.22% ET=2.00%
-Acides gras (43.50%) -Sucres (54.07%)




-Stérols (19.91%) -Autres (19.00%)
-Acides résiniques (3.41%)

Annexe 3 :

Identification moléculaire par la base de données NIST.
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Figure a. Spectre de masse de la molécule a identifier
(Dans les nceuds morts du chéne vert, extraits acétoniques).
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Figure b. Spectre de masse de la molécule proposée par la base de données
NIST (Catéchine penta TMS).



Résumé.

Les nceuds sont la principale singularit¢ du bois. Ils sont réputés pour leur richesse en
molécules extractibles telles que les lignanes et les flavonoides, de grand intérét économique.
Leur concentrations peuvent étre jusqu’a 500 fois plus élevées dans le bois de nceud que dans
celui du tronc, aussi bien chez les résineux que chez les feuillus. La généralisation de cette
observation a été testée pour une gamme plus étendue d’espéces appartenant a la ressource du
Nord-Est de la France (Kebbi-Benkeder et al. 2013).

Dans ce contexte, les objectifs de ce stage sont de compléter I’analyse de la biodiversité des
extractibles nodaux, du duramen et de 1’aubier sur onze essences forestiéres sélectionnées, de
quantifier les taux d’extractibles ainsi que des composés présents apres identification,
permettant d’avancer des hypotheéses sur ces extractibles (rdles, profil intra-arbre des
concentrations, différences intra arbre et interspécifiques...).

Des extractions ont été réalisées avec un montage soxhlet, en utilisant quatre solvants a
polarité croissante (dichlorométhane, acétone, toluéne/éthanol, eau). Un couplage GC-MS a
été utilisé pour I’identification et la quantification relative des molécules extractibles.

De maniere générale, les résultats montrent des taux élevés d’extraits nodaux. Les composés
majoritaires identifiés sont les lignanes (principalement chez les résineux), les flavonoides
(principalement chez les feuillus) et les stilbénes. Par ailleurs, nos résultats révelent de fortes
variabilités en termes de nature et de quantité d’extractibles aussi bien a 1’échelle
interspécifique qu’a I’échelle d’un méme arbre.

Ajouté a leur particularité anatomique, la composition chimique des nceuds fait de ces
derniers une autre particularité du bois, cette composition dépend aussi bien de I’essence que
de la partie de I’arbre analysée.

Abstract.

Knots are the main particularity of wood. They are renowned for their high extractives
contents such as lignans and flavonoids, of great economic interest. Their concentrations can
be up to 500 times higher in the knowood than in the stems, both in conifers than in
hardwoods. The generalisation observation has been tested for a wider range of species
belonging to the North-East France resource (Kebbi-Benkeder and al. 2013).

In this context, the objectives of this study, are to complete analysis of extractives biodiversity
in knots, heartwood and sapwood among eleven other trees selected species, to quantify the
extractives and present compounds rates after logging making it possible to forward
hypotheses on these extractives(roles, profile intra-tree levels, intra-tree and interspecific
differences ...).

Extractions were performed using a soxhlet assembly using four increasing polarity solvents
(dichloromethane, acetone, toluene / ethanol, water). A GC-MS coupling was used for
identification and quantification of the relative extractable molecules.

The results, generally show high levels of nodal extracts. The major identified compounds are
lignans (mainly in softwood), flavonoids (mainly in hardwoods) and stilbens. Furthermore,
our results show high variability in terms of the nature and amount of extractives both
interspecific scale at the level of the same tree.

Added to their anatomical feature, the chemical composition of knots makes another wood’s
feature, this composition depends on species and on part of the analyzed tree as well.
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